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© Die Erfindung betrifft ein System fur den Transport von Nukleinsauren in die Zelle, das tiber Rezeptor- 
vermittelte Endozytose ablauft. Mit Hilfe eines Transferrin-Polykation-Konjugats kann mit der polyanionischen 
Nukleinsaure ein Komplex gebildet werden. Dieser wird an den Transferrinrezeptor, der in wachsenden Zellen 
hochreguliert ist. gebunden und in die Zelle autgenommen. Als Nukleinsauren kommen solche in Betracht, die 
spezifische Gene Oder die RNA-Funktion inhibieren, wie Antisense-Oligonukleotide oder Ribozyme bzw. die 
dafiir kodierenden Gene. Gegenstand der Erfindung sind weiters ein Verfahren zum Einfuhren von Nukleinsauren 
in die Zelle, Transferrin-Polykation/Nukleinsaure-Komplexe sowie diese enthaltende pharmazeutische Zuberei- 
tungen. 
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Neue Protein-Polykation-Konjugate 

Die Erfindung bezieht sich auf den Transport von zu Polykationen affinen Substanzen, rnsbesondere 
Nukleinsauren, in die Zelle, wobei der Transport uber Rezeptor-vermittelte Endozytose ablauft. 

Antisense RNAs und DNAs haben sich in zellfreien Systemen sowie innerhalb der lebenden Zelle als 
wirksame Mittel fur die selektive Inhibierung bestimmter Gensequenzen erwiesen. Die Wirkungsweise 
beruht in der spezifischen Erkennung eines komplementaren Nukleinsaurestranges und Aniagerung daran, 
wodurch Transkription, Translation und Spaltprozesse beeintrachtigt werden. Dieser Wirkmechanismus 
ermogiicht grundsatzlich die Anwendung von Antisense-Oligonukleotiden als Therapeutika, die die Expres- 
sion bestimmter Gene (wre deregulierte Onkogene Oder virale Gene) in vivo blockieren. Es wurde bereits 
gezeigt, da/3 kurze Antisense- Oligonukleotide in Zellen importiert werden und dort ihre inhibierende 
Wirkung ausuben konnen (Zamecnik et al., 1986), wenngieich ihre intrazellulare Konzentration, u.a. wegen 
ihrer beschrankten Aufnahme durch die Zellmembran auf Grund der starken negativen Ladung der 
Nukleinsauren, gering ist. 

Ein weiterer Ansatz zur selektiven Inhibierung von Genen besteht in der Anwendung von Ribozymen, 
das sind RNA-Molekule, die bestimmte RNA-Sequenzen erkennen, daran binden und spalten konnen. Auch 
hier besteht das Bedurfnis, eine moglichst hohe Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewahrleisten, wofur der Transport in die Zelle einer der limitierenden Faktoren ist. 

Urn diesem limitierenden Faktor zu begegnen, wurden bereits mehrere Losungen vorgeschlagen. 
Eine dieser Losungswege besteht in direkten Modifikationen der Nukleinsauren, z.B. durch Substitution 
der geladenen Phosphodiestergruppen durch ungeladene Methylphosphonate (Smith et al., 1986), Carba- 
20 mate (Stirchak et al., 1987) oder Silylverbindungen (Cormier et aL, 1988) oder durch Phosphorothioate 
(Stern et al., 1988). Eine weitere Moglichkeit der direkten Modifikation besteht in der Verwendung von 
Nukleosidanalogen (Morvan et al., 1988, Praseuth et aL, 1988)). 

Wenn auch einige dieser Vorschlage einen grundsatzlich vielversprechenden Ansatz der Losung des 
Problems darstellen, weisen sie doch verschiedene Nachteile auf, z.B. eine geringere Bindung an das 
25 Zielmolekul sowie einen geringeren Grad der eigentlichen Hemmwirkung. Ein prinzipieller Nachteil bei der 
in vivo Anwendung von modifizierten Oligonukleotiden besteht weiters in der moglichen Toxizitat dieser 
Verbindungen. 

Ein alternativer Ansatz zur direkten Modifikation der Oligonukleotide besteht darin, das Oligonukleotid 
als solches unverandert zu belassen und mit einer Gruppe zu versehen, die ihm die angestrebten 
so Ergenschaften verleiht, z.B. mit Molekulen, die den Transport in die Zelle erleichtern. Einer der Losungsvor- 
schlage im Rahmen dieses Prinzips besteht darin, das Oligonukleotid mit polykationischen Verbindungen zu 
konjugieren (Lemaitre et al., 1987). 

Fur die Gentransformation von Saugetierzellen in vitro sind verschiedene Techniken bekannt, deren 
Anwendbarkeit in vivo jedoch beschrankt ist (dazu zahien das Einbringen von DNA mittels Viren, Liposo- 
35 men, Elektroporation, Mikroinjektion, Zeilfusion, DEAE-Dextran oder die Calciumphosphat-Prazipitationsme- 
thode). 

Es wurde daher bereits versucht, ein in vivo anwendbares losliches System zu entwickeln, das DNA 
zielgerichtet uber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die Zellen befordert (G.Y. Wu, C.H. Wu, 1987). Dieses 
System wurde fur Hepatozyten entwickelt und beruht im wesentlichen auf den beiden folgenden Gegeben- 
40 heiten: 

1 . An der Hepatozytenoberflache existieren Rezeptoren, die bestimmte Glykoproteine binden und in 
die Zelle befordern. 

2. DNA kann durch starke elektrostatische Wechselwirkung unter Ausbildung von losiichen Komple- 
xen an polykationische Verbindungen, z.B. Poiylysin, gebunden werden. 

Das System beruht auf dem Prinzip, Polylysin an ein solches Glykoprotein, auf das der Rezeptor 
anspricht, zu* koppeln und daraufhin durch Zugabe von DNA einen losiichen Glykoprotein/Polylysin/DNA- 
Komplex zu bilden, der zu den den Glykoprotein-Rezeptor aufweisenden Zellen transportiert wird und nach 
Aufnahme des Komplexes in die Zelle die Expression der DNA-Sequenz ermogiicht. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein gegenuber diesem bekannten System, das auf Grund 
des spezifischen Vorkommens des Rezeptors auf einem einzigen Zelltyp nur fur diesen Anwendung finden 
kann, breiter anwendbares, hochaktives Transportsystem zur Verfugung zu stellen. 

Die Losung dieser Aufgabe besteht erfindungsgemafl darin. dafl das Polykation an Transferrin gebun- 
den ist. 

Transferrine sind eine Klasse verwandter metallbindender Transportglykoproteine mit in vivo Spezifitat 
fur Eisen. Es wurden verschiedene Saugetiertransferrine identifiziert, wobei das Plasma-Transferrin die 
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meisten Korpergewebe mit Eisen versorgt. Hauptproduzent fur Transferrin ist die Leber. 

Transferrin weist ein Moiekulargewicht von ca. 80000 auf, wovon 6% auf die Zuckerreste entfallen. Ein 

Transferrinmolekul kann zwei Molekule Eisen binden, wobei die Bindung die Anwesenheit von Karbonat- 

oder Bikarbonationen erfordert. 
5 Der Transferrin-Rezeptor, von dem es moglicherweise auf den ver-schiedenen Zellen geringfugig - etwa 

in der Kohlenhydratgruppe - voneinander abweichende Formen gibt, ist ein Transmembran-glykoprotein mit 

einem Moiekulargewicht von ca. 180000, wobei ein Rezeptormolekul ein oder moglicherweise zwei- 

Molekule Transferrin binden kann. 

Der Transferrin-Rezeptor hat beim physioiogischen pH-Wert von 7,4 eine sehr hohe Affinitat fur das 
70 Fe2-Transferrin, geringere Affinitat fur das Fe-Transferrin und praktisch keine Affinitat fur das Apotransferrin, 

wenngleich dieses bei pH -5 mit dem Rezeptor einen sehr stabiien Komplex bildet. 

Transferrin-Rezeptoren wurden besonders zahlreich in Vorlaufern von Erythrozyten, Plazenta und Leber, 

in meflbarer Anzahl auch in vielen anderen Korpergeweben nachgewiesen. Von besonderem lnteresse ist 

die Beobachtung, da/3 der Rezeptor in wachsenden Zellen hochreguliert ist. Es wurde auch beobachtet, da/3 
15 die Rezeptorzahl in neoplastischem Gewebe in vivo gegenuber benignen Lasionen wesentlich erhoht ist, 

was auf einen erhohten Eisenbedarf hinweist. Der Aufnahmemechanismus des Transferrin-Eisen-Komplexes 

durch Rezeptoren und sein intrazellularer Zyklus sind gut untersucht. 

Uber den exakten Ablauf der Abgabe der Eisenmolekule durch Transferrin besteht noch keine 

vollstandige Klarheit, wenngleich die Ansicht uberwiegt, da/3 die Abgabe vorwiegend intrazellular erfolgt. In 
20 einem energie- und temperaturabhangigen Vorgang werden Fe-Transferrin bzw. Fe2-Transferrin an der 

Zellmembran an den Rezeptor gebunden. Daraufhin wird der Komplex in ein Vesikel, genannt Endosom 

oder Rezeptosom, aufgenommen. Dieses wird mit einem weiteren Vesikel, das einen pH-Wert von < 5,5 

aufweist, vereinigt; die resultierende Ansauerung bewirkt die Freigabe des Eisens vom Transferrin. Der 

Apotransferrin-Rezeptor-Komplex wird daraufhin an die Zellmembran zurucktranportiert, wo der neutrale pH- 
25 Wert die Loslosung des Apotransferrins vom Rezeptor ins umgebende Medium bewirkt. Es gibt Hinweise 

dafur, da/3 das Recycling, dessen Funktionieren auf der bei saurem und neutralem pH-Wert unterschiedli- 

chen Affinitat des Rezeptors fur Apo- bzw. Eisentransferrtn beruht. Gber Vesikel des Golgi-Apparates erfolgt. 
Auf molekularer Ebene ist die Ausiosung des Transferrin-Zyklus noch nicht geklart; lediglich hinsichtlich 

einiger Aspekte gibt es Hinweise. z.B. zur moglichen Rolle der Phosphorylierung (Huebers et aL, 1987). 
30 Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung ist es erstmals gelungen, dieses aktive Transportsystem zu 

benutzen, um Nukleinsauren, deren Aufnahme in die Zelle auf Schwierigkeiten stoflt, in die Zelle zu 

befordern. 

Gegenstand der Erfindung sind somit neue Protein-Polykation-Konjugate, die befahigt sind, mit zu 
Polykationen affinen Substanzen, insbesondere Nukleinsauren oder Nukleinsaureanalogen, Komplexe zu 
35 bilden, die uber Rezeptor- verm ittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, wobei der Proteinanteil 
des Konjugats Transferrin ist. 

Es wurde uberraschend festgestellt. da/i mit Hilfe der erfindungsgema/ten Konjugate Nukleinsauren 
unter Beibehaltung ihrer inhibierenden Aktivitat effizient in die Zelle transportiert werden konnen. 

Unter "Transferrin" sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung sowohl die naturlichen Transferrine zu 
40 verstehen als auch Transferrin-Modifikationen, die vom Rezeptor gebunden und in die Zelle transportiert 
werden (solche Modifikationen konnen beispielsweise in einer Anderung von Aminosauren oder in einer 
Verkurzung des Molekuls auf den fur die Rezeptorbindung maflgeblichen Anteil bestehen). 

Das molare Verhaltnis Transferrin:Polykation betragt bevorzugt 10:1 bis 1:4, wobei zu berucksichtigen 
ist, da/3 es zur Ausbildung von Aggregaten kommen kann. Dieses Verhaltnis kann jedoch bei Bedarf 
45 innerhalb weiterer Grenzen liegen, solange die Bedingung erfullt ist, da/3 Komplexierung der Nukleinsaure(n) 
stattfindet und gewahrleistet ist, da/3 der gebildete Komplex durch den Transferrinrezeptor gebunden und in 
die Zelle befordert wird, was durch einfach durchzufuhrende Versuche von Fall zu Fall uberpruft werden 
kann. 

Das jeweils gewahlte Verhaltnis richtet sich vor allem nach der Gr6/3e des Polykationmolekuls sowie 
so nach der Anzahl und Verteilung der positiv geladenen Gruppierungen, Kriterien, die auf Grofle, Struktur 
sowie allenfalls vorhandene Modifikationen der zu transportierenden Nukleinsaure(n) abgestimmt werden. 
Die Polykationen konnen gleich oder verschieden sein. 

Als Polykationen konnen folgende Verbindungen verwendet werden: 

a) Protamine: Dabei handelt es sich um kleine (MG bis ca. 8000), stark basische Proteine, deren 
55 positiv geladene Aminosaurereste (vor allem Arginine) fur gewohnlich in Gruppen angeordnet sind und die 
auf Grund ihres polykationischen Charakters die negativen Ladungen von Nukleinsauren neutralisieren 
(Warrant et al. f 1978). Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendbaren Protamine konnen 
naturlichen Ursprungs oder auf rekombinantem Weg hergestellt sein, wobei Mehrfachkopien hergestellt 
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bzw. Modifikationen hinsichtlich Molekulgro/te und Aminosauresequenz vorgenommen werden konnen. 
Entsprechende Verbindungen konnen auch chemisch synthetisiert werden. Bei der Synthese eines kunstli- 
chen Protamins kann z.B. so vorgegangen werden, da/3 Aminosaurereste, die beim naturlichen Protamin 
Funktionen haben, die fur die Transportfunktion unerwunscht sind (z.B. Kondensation von DNA) durch 
geeignete andere Aminosauren ersetzt werden und/oder an einem Ende eine Aminosaure (z.B. Cystein) 
vorgesehen wird, die die gezielte Konjugation mit Transferrin ermoglicht. 

b) Histone: Dies sind im Chromatin vorhanden kleine DNA-bindende Proteine mit einem hohen Anteil 
an positiv geladenen Aminosauren (Lysin und Arginin), der sie befahigt, unabhangig von der Nukleotidse- 
quenz an DNA zu binden und sie in Nukleosome zu falten, wozu besonders die argininreichen Histone H3 

70 und H4 geeignet sind (Felsenfeld, 1978). Bezuglich der Herstellung und der Modifikationen gilt grundsatz- 
lich das fur Protamine Gesagte. 

c) Synthetische Polypeptide, wie homologe Polypeptide (Polylysin, Polyarginin) oder heterologe 
Polypeptide (bestehend aus zwei oder mehr Vertretern positiv geladener Aminosauren). 

d) Nichtpeptische Kationen wie Polyethylenimine. Die Gro/te der Polykationen wird bevorzugt so 
75 gewahlt, dafl die Summe der positiven Ladungen etwa 20 bis 500 betragt, sie wird auf die zu transportieren- 

de Nukleinsaure abgestimmt. 

Die erfindungsgemaGen Transferrin-Polykation-Konjugate konnen auf chemischem oder, falls das Poly- 
kation ein Polypeptid ist, auf rekombinantem Weg hergestellt werden. Die Kopplung auf chemischem Weg 
kann in fur die Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise erfolgen, wobei t falls erforderlich, die 

20 Einzelkomponenten vor der Kopplungsreaktion mit Linkersubstanzen versehen werden (diese Maflnahme ist 
dann erforderlich, wenn von vornherein keine fur die Kopplung geeignete funktionelle Gruppe, z.B. eine 
Mercapto- Oder Alkoholgruppe, verfugbar ist. Bei den Linkersubstanzen handelt es sich urn bifunktionelle 
Verbindungen, die zunachst mit funktionellen Gruppen der Einzelkomponenten zur Reaktion gebracht 
werden, worauf die Kopplung der modifizierten Einzelkomponenten durchgefuhrt wird. 

25 Je nach gewiinschten Eigenschaften der Konjugate, insbesondere im Hinblick auf deren Stabiiitat, kann 
die Kopplung erfolgen uber 

a) Disulfidbriicken, die unter reduzierenden Bedingungen wieder gespalten werden konnen (z.B. bei 
Verwendung von Succinimidylpyridyldithiopropionat (Jung et al., 1981). 

b) Unter biologischen Bedingungen weitgehend stabile Verbindungen (z.B. Thioether durch Reaktion 
30 von Maleimido-Linkern mit Sulfhydrylgruppen des an die zweite Komponente gebundenen Linkers). 

c) Unter biologischen Bedingungen labile Brucken, z.B. Esterbindungen, oder unter schwach sauren 
Bedingungen instabile Acetal- oder Ketalbindungen. 

Die Herstellung der erfindungsgemafien Konjugate auf rekombinantem Weg bietet den Vorteil, genau 
definierte, einheitliche Verbindungen erhalten zu konnen, wahrend bei der chemischen Kopplung Konjugat- 

35 Gemische entstehen, die aufgetrennt werden mussen. 

Die rekombinante Herstellung der erfindungsgema/ten Konjugate ist nach fur die Herstellung von 
chimaren Polypeptiden bekannten Methoden durchfuhrbar. Dabei konnen die polykationischen Peptide 
hinsichtlich ihrer Grofle und Aminosauresequenz variiert werden. Die gentechnologische Herstellung bietet 
auch den Vorteil, den Transferrin- Anteil des Konjugats modifizieren zu konnen, indem z.B. durch geeignete 

40 Mutationen die Bindungsfahigkeit an den Rezeptor gesteigert werden kann oder indem der Transferrinanteil 
auf den fur die Bindung an den Rezeptor maflgeblichen Teil des Molekuls verkurzt wird. Besonders 
zweckmatfig fur die rekombinante Herstellung der erfindungsgema/Jen Konjugate ist die Verwendung eines 
Vektors, der die fur den Transferrinanteil kodierende Sequenz sowie einen Polylinker enthalt, in den die 
jeweils benotigte fiir das polykationische Peptid kodierende Sequenz eingesetzt wird. Auf diese Weise kann 

45 ein Satz von Expressionsplasmiden erhalten werden, von dem bei Bedarf das die gewunschte Sequenz 
enthaltende zur Expression des erfindungsgema/ten Konjugats herangezogen wird. 

Bei den in die Zelle zu transportierenden Nukleinsauren kann es sich um DNAs oder RNAs handeln, 
wobei hinsichtlich der Nukleotidsequenz keine Beschrankungen bestehen. Die Nukleinsauren konnen 
modifiziert sein, sofern die Modifikation den polyanionischen Charakter der Nukleinsauren nicht beeintrach- 

50 tigt; zu diesen Modifikationen zahlen z.B. die Substitution der Phosphodiestergruppe durch Phosphorothioa- 
te oder in der Verwendung von Nukleosidanalogen. 

Als Nukleinsauren kommen im Rahmen der vorliegenden Erfindung vor allem diejenigen in Betracht, die 
zum Zweck der Inhibierung spezifischer Gensequenzen in die Zelle transportiert werden sollen. Dazu 
zahlen Antisense-Oligonukleotide und Ribozyme, gegebenenfalls zusammen mit einer Carrier-Nukleinsaure. 

55 Bezuglich der Grofle der Nukleinsauren ermoglicht die Erfindung ebenfalls Anwendungen in einem 
weiten Bereich. Hinsichtlich der unteren Grenze besteht keine durch das erfindungsgema/te Transportsy- 
stem bedingte Limitierung; eine etwaige Begrenzung nach unten ergibt sich aus anwendungsspezifischen 
Grunden, weil z.B. Antisense-Oligonukleotide unter etwa 10 Nukleotiden auf Grund zu geringer Spezifitat 
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kaum fur die Anwendung in Frage kommen. Mit Hilfe der erfindungsgema/Jen Konjugate konnen auch 
Plasmide in die Zelle befordert werden, wobei vor allem kleinere Plasmide, die in ihrer Funktion als Carrier- 
Nukleinsaure (etwa retroviral Vektoren mit bis zu 5000 bp) zur Anwendung kommen, von praktischer 
Bedeutung sind. 

5 Es ist auch moglich, gleichzeitig verschiedene Nukleinsauren mit Hilfe der erfindungsgema/Jen Konjugate in 
die Zeile zu befdrdern. 

Ein weiterer Vorteil der vorliegenden Erfindung liegt in dem Umstand, daft fur Transferrin und den Rezeptor 
Polymorphismen bestehen, die fur den zielgerichteten Transport inhibierender Nukleinsauren zu bestimm- 
ten Zellen ausgenutzt werden konnen. 
io Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, da/3 Transferrin-Polykation-Konjugate 
effizient in lebende Zellen aufgenommen und internalisiert werden. Die erfindungsgema/3en Konjugate bzw. 
Komplexe sind fur das Zellwachstum nicht schadlich. Dies ermoglicht eine wiederholte Verabreichung und 
damit einen konstant hohe Expression in die Zelle eingefuhrter Gene. 

Weiters konnte nachgewiesen werden, da/3 die Polykation-Transferrin-Konjugate den nativen Transferrin- 

15 Eisenkomplex funktionell ersetzen konnen. 

Da/3 die Transferrin-Polykation/DNA-Komplexe durch die Zelle uber den Transferrin-Rezeptor aufgenommen 
werden, wurde mit Hilfe des Luciferase-Gens als DNA-Komponente bestatigt Es wurde gezeigt, dafl natives 
Transferrin effizient den Transferrin-Polykation/DNA-Komplex verdrangt, was anhand der Verringerung der 
Luciferaseaktivitat in der Zelle gemessen wurde. 

20 Durch die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Versuche konnte auch gezeigt 
werden, daft ein tRNA-Ribozymgen (das Ribozym war gegen eine V-erbB Sequenz gerichtet) mit Hilfe;eines 
erfindungsgema/ten Konjugats (Polylysin-Transferrin) in erbB-transformierte Huhnerzelien eingebracht und 
die transformierende Wirkung des Onkogens schwachen kann. Dieses Ergebnis ist umso bedeutsamer, als 
in diesen Versuchen nur eine geringe Menge an Ribozymgen verwendet wurde. 

25 Das Verhaltnis Nukleinsaure: Konjugat kann innerhalb eines weiten Bereichs schwanken, wobei es nicht 
unbedingt erforderlich sein mufl, samtliche Ladungen der Nukleinsaure zu neutralisieren. Dieses Verhaltnis 
wird von Fall zu Fall nach Kriterien wie Gro/te und Struktur der zu transportierenden Nukleinsaure, Gro/Je 
des Polykations, Anzahl und Verteilung seiner Ladungen, derart einzustellen sein, daft ein fur die jeweilige 
Anwendung gunstiges Verhaltnis zwischen Transportfahigkeit. und biologischer Aktivitat der Nukleinsaure 

30 besteht. Dieses Verhaltnis kann zunachst grob eingestellt werden, etwa an Hand der Verzogerung der 
Wanderungsgeschwindigkeit der DNA in einem Gel (z.B. mittels "Mobility Shift" auf einem Agarosegel) 
Oder durch Dichtegradientenzentrifugation. Nach Erhalt dieses vorlaufigen Verhaltnisses kann es zweckma- 
flig sein, im Hinblick auf die in der Zelle maximal verfugbare Aktivitat der Nukleinsaure Transportversuche 
mit dem radioaktiv markierten Komplex durchzufiihren und den Konjugat-Anteil gegebenenfalls -derart zu 

35 reduzieren, da/3 die verbleibenden negativen Ladungen der Nukleinsaure dem Transport in die Zelle nicht 
hinderlich sind. 

Die Herstellung der Transferrin-Polykation/Nukleinsaure-Komplexe, die ebenfalls Gegenstand der Erfin- 
dung sind, kann nach in an sich fur die Komplexierung polyionischer Verbindungen bekannten Methoden 
vorgenommen wurden. Eine Moglichkeit, unkontrollierte Aggregation bzw. Ausfallung zu vermeiden, besteht 

40 darin, die beiden Komponenten zunachst bei hoher (etwa 1 molarer) Kochsalzkonzentration zu .mischen, und 
anschlie/Jend durch Dialyse oder Verdunnung auf physiologische Kochsalzkonzentration einzustellen.. Bei 
der Komplexbildungsreaktion werden bevorzugt keine zu hohen DNA- und Konjugatkonzentrationen (mehr 
als 100 ug/ml) verwendet, urn eine Ausfallung der Komplexe zu vermeiden. 

Bevorzugt als Nukleinsaureanteil der erfindungsgema/ten Transferrin-Polykation-Nukleinsaurekomplexes 

45 ist Antisense-DNA t Antisense-RNA oder ein Ribozym bzw. das dafur kodierende Gen. Bei der Anwendung 
von Ribozymen und Antisense-RNAs ist es besonders vorteilhaft, die fur diese die Funktion von RNA 
inhibierenden RNAs kodierenden Gene, bevorzugt zusammen mit einem Carriergen, einzusetzen. Durch die 
Einfuhrung des Gens in die Zelle wird gegenuber dem Import der RNA als solcher eine betrachtliche 
Ampliftkation der RNA und damit ein fur die angestrebte Hemmung der biologischen Reaktion ausreichen- 

50 der Vorrat gewahrleistet. Besonders geeignete Carriergene sind die fur die Transkription durch Polymerase 
III erforderlichen Transkriptionseinhei.ten, z.B. tRNA-Gene. In diese konnen z.B. Ribozymgene derart 
eingefugt werden, da/3 bei Transkription das Ribozym Teil eines kompakten Polymerase lll-Transkripts ist. 
Mit Hilfe des Transportsy stems gema/3 der vorliegenden Erfindung kann die Wirkung dieser genetischen 
Einheiten verstarkt werden, indem eine erhohte Ausgangskonzentration des Gens in der Zelle gewahrleistet 

55 wird. 

Gegenstand der Erfindung ist weiters ein Verfahren zum Einfuhren von Nukleinsaure(n) in menschltche 
Oder tierische Zellen, wobei bevorzugt ein unter physiologischen Bedingungen loslicher Komplex gebildet 
wird. 
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Gegenstand der Erfindung sind weiters pharmazeutische Zubereitungen, enthaltend ais wirksame 
Komponente eine ein Gen spezifisch inhibierende Nukleinsaure, komplexiert mit einem Transferrin- 
Polykation-Konjugat, z.B. in Form eines Lyophilisats. Solche pharmazeutischen Zubereitungen konnen 

Verwendet werdftn I im mit Antic^nc^-niinnm iUlor»tiH 
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5 bzw. den dafur kodierenden DNAs, gegebenenfalls zusammen mit einer Carriernukleinsaure, im menschli- 
chen oder tierischen Organismus pathogene Viren, wie HIV Oder verwandte Retroviren, Oncogene oder 
andere Schliisselgene, die das Wachstum und/oder die Differenzierung von Zellen kontrollieren, z.B. das c- 
fos Gen oder das c-myc Gen, zu inhibieren. 

Ein weiteres Anwendungsgebiet liegt in der Bekampfung von Krankheiten durch Hemmung der 
10 Produktion von unerwiinschten Genprodukten, z.B. des bei der Alzheimer-Krankheit auftretenden Haupt- 
Plaqueproteins ("major plaque protein") oder Autoimmunerkrankungen verursachender Proteine. 
Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele illustriert. 



75 Beispie! 1 



Herstellung von Transferrin - Polylysin 90 - Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannter Methoden (Jung et al., (1981)) durch Einfuhrung von 
Disulfidbrucken nach Modifizierung mit Succinimidylpyridyldithiopropionat. 



a) 3-(2-Pyridyldithio)propionat - modifiziertes Transferrin: 

25 

6 ml einer uber Sephadex G-25 gelfiltrierten Losung von 120 mg ( 1.5 uMol) Transferrin ( aus 
Huhnereiwei/J, Sigma, Conalbumin Type I, eisenfrei) in 3 ml 0.1 M Natriumphosphat-Puffer (pH 7.8) wurden 
unter starkem Schutteln mit 200 ul einer 15 mM ethanolischen Losung von Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)- 
propionat (3 uM, SPDP, Pharmacia) versetzt und 1 h bei Raumtemperatur und gelegentiichem Schutteln 

30 reagieren gelassen. Uber eine Gelsaule (Sephadex G-25, 14 x 180 mm, 0.1 M Natriumphosphat-Puffer pH 
7.8 ) wurden niedermolekulare Reaktionsprodukte und Reagensreste abgetrennt und dabei 7 ml der 
Produktfraktion erhalten; der Gehalt von an Transferrin gebundenem Pyridyldithiopropionatresten wurde 
anhand eines Aliquots nach Reduktion mit Dithiothreitol durch photometrische Bestimmung der Menge an 
freigesetztem Pyridin-2-thion ermittelt und betrug ca. 2.6 uMol. 

35 In identischer Weise wurde humanes Transferrin (Sigma, eisenfrei) modifiziert. 



b) Mercaptopropionat - modifiziertes Polylysin 90 (pL 90): 

40 Eine Losung von 18 mg (ca. 1.0 uMo!) Poly(L)Lysin -Hydrobromid (Sigma, Fluoresceinisothiocyanat ( = 
FITC) - markiert, Molekulargewicht ca. 18000 / entspricht einem durchschnittlichem Polymerisationsgrad ca. 
90) in 3 ml 0.1 M Natriumphosphat (pH 7.8) wurde uber Sephadex G-25 filtriert (die Fluoreszensmarkierung 
wurde in Natriumbicarbonatpuffer pH 9 wahrend 3h durchgefiihrt). Die Polylysin-Losung wurde mit Wasser 
auf 7 ml verdunnt, unter gutem Schutteln mit 270 ul einer 15 mM ethanolischen Losung von SPDP versetzt, 

45 und 1 h in der Dunkelheit bei Raumtemperatur und unter gelegentiichem Schutteln reagieren gelassen. 
Nach Zugabe von 0.5 ml 1 M Natriumacetat-Puffer (pH 5.0) wurde zur Abtrennung von niedermolekularen 
Substanzen uber Sephadex G-25 filtriert (Eluens : 20 mM Natriumacetat-Puffer pH 5.0). Die Produktfraktion 
(Ninhydrinfarbung, Fluoreszenz) wurde im Vakuum eingeengt, mit Puffer auf pH ca. 7 gebracht, eine 
Losung von 23 mg (150 uMol) Dithiothreitol in 200 ul Wasser zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur 

so unter Argon in der Dunkelheit stehen gelassen. Durch weitere Gelfiltration (Sephadex G-25, 14 x 130 mm 
Saule, 10 mM Natrium-acetat- Puffer pH 5.0) wurde von uberschussigem Reduktionsmittel abgetrennt und 
man erhielt 3.5 ml Produktlosung an Fiuoreszenzmarkiertem Polylysin mit einem Gehalt von 3.8 uMol 
Mercaptogruppen (photometrische Bestimmung mittels Ellman's Reagens, 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoesau- 
re). 

55 

c) Transferrin - Polylysin - Konjugate: 
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Die unter a) erhaltene Losung von modifiziertem Transferrin ( 7 ml in 0.1 M Natriumphosphat-Puffer pH 
7.8, ca. 1.5 uMol Transferrin mit ca. 2.6 uMol Pyridyldithiopropionat-Resten) wurde mit Argon gespiilt; es 
wurden 2.0 ml der nach b) erhaltenen Losung von Mercapto-modifiziertem Polylysin (in 10 mM 
Natriumacetat-Puffer pH 5.0, das entspricht ca. 0.6 uMol Polylysin mit ca. 2.2 uMol Mercaptogruppen) 

5 zugegeben, mit Argon gespiilt, geschuttelt und 18 h bei Raumtemperatur in der Dunkelheit und unter Argon 
reagieren gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser auf 14 ml verdunnt und durch lonenaus- 
tauschchromatographie aufgetrennt (Pharmacia Mono S Saule HR 10/10, Gradienteneluation, Puffer A : 50 
mM HEP-ES pH 7.9 . Puffer B : A + 3 M Natriumchlorid, 0.5 ml/min, Fig. 1). Nichtkonjugiertes Transferrin 
wurde am Anfang eluiert Produktfraktionen bei ca. 0.66 - 1.5 M Natriumchlorid. 

70 Es wurden, uber samtliche Fraktionen gemittelt, Konjugate erhalten, die ein Verhaltnis Transferrin- 
Polylysin von 1,3:1 aufwiesen. 

. Die konjugierten Produkte (Ninhydrinfarbung, in UV bei 280 nm Proteinabsorbtion, und Fluoreszenz- 
messung FITC-markierten Polylysins bei 495 nm) wurden in 6 Fraktionen mit einem Gehalt von je ca. 10 
mg Transferrin gesammelt. Die Fraktionen wurden zunachst gegen eine 100 mM Eisen(lll)citrat-L6sung ( 

75 mit Natriumhydrogencarbonat auf pH 7.8 gebracht) dialysiert und danach noch zweimal gegen 1 mM 
HEPES-Puffer (pH 7.5). 

Natriumdodecylsulfat-Gelelektrophorese ( 10% SDS, 8% Polyacrylamid), s. Fig. 2, zeigte bei Vorbehand- 
lung mit 2-Mercaptoethanol in alien 6 Fraktionen einen ungefahr gleichen Gehalt an Transferrin (Fig. 2A), 
wahrend in nicht reduzierten Proben keine Banden fur . freies Transferrin, sondern nur weniger weit 
20 wandernde Konjugate sichtbar waren (Fig. 2B, T= unbehandeltes Transferrin; 1-6= Konjugate Fraktionen 1- 
6). 



Beispiel 2 

Herstellung von Transferrin-Polylysin 270- und Transferrin-Polylysin 450-Konjugaten (pL270 und pL450) 



30 a) Die Herstellung von modifiziertem Transferrin erfolgte analog Beispiel 1 a) 



b) Herstellung von modifiziertem Polylysin 270 und Polylysin 450 - - - - 

35 Eine gelfiltrierte Losung von 0,33 uMol Polylysin 270 (mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad 
von 270 Lysinresten, mit Oder ohne Fluoreszenzmarkierung; entsprechend 19 mg Hydrobromid-Salz) in 1,2 
ml 75 mM Natriumacetatpuffer wurde durch Zusatz von Natriumcarbonatpuffer auf pH 8,5 eingestellt. 182 ul 
einer 15 mM ethanolischen Losung von SPDP (1,9 uMol wurden unter starkem Ruhren hinzugefugt. Eine 
Stunde spater wurden 200 ul 1 M Natriumacetat pH 5 zugefugt; nach Gelfiltration mit 20 mM Natriumacetat 

40 wurde eine Losung erhalten, die 0,27 uMol Polylysin 270 mit 1,3uMol Mercaptogruppen (4,8 Linker pro 
Polylysinkette) enthielt. 

In analoger Weise wurden 0,20 uMol Polylysin 450 (mit einem durchschnittlichen Polymerisationsgrad von 
450 Lysinresten) mit 2,25 uMol SPDP modifiziert, wobei ein Produkt von 0,19 uMol Polylysin 450 mit 2,1 
uMol Mercaptogruppen (11 Linker pro Polylysinkette) erhalten wurde. Analog Beispiel 1 b) wurden die 
45 Dithiopyridingruppen mit Dithiothreitol reduziert, um die freien Suifhydrylkomponenten zu erhalten. 



c) Herstellung von Transferrin-Polylysin-Konjugaten 

so Transferrin-Polylysin 270-Konjugate wurden hergestellt, indem 1,0 uMol modifizie'rtes Transferrin in 100 
mM Phosphatpuffer pH 7,8 mit 0,14 uMol modifizierten Polylysins 270 (in 20 mM Natriumacetatpuffer) unter 
Sauerstoffausschlufl in einer Argonatmosphare gemischt wurden. Nach 18 h bei Raumtemperatur wurde die 
Reaktionsmischung mit Wasser auf ein Volumen von 10 ml verdunnt und durch Kationenaustausch- 
Chromatographie (Pharmacia Mono S Saule HR 10/10; Gradientenelution, Puffer A : 50 mM HEPES pH 7,9 ; 

55 Puffer B : A + 3 M Natriumchlorid; UV-Absorption bei 280 nm und Fluoreszenzmessung, Anregung 480 
nm, Emission 530 nm). Dabei wurde der Uberschu/3 von nicht gekoppeltem Transferrin zuerst eluiert; die 
Produktfraktionen wurden zwischen 30 % und 50 % Gradient B eluiert und in 3 Konjugatfraktionen gepoolt 
(molare Verhaltnisse Transferrin zu Polylysin: Pool A: 5,5 zu 1 ; Pool B: 3,4 zu 1 ; Pool C: 1,8 zu 1). Die 
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Konjugate wurden in einer durchschnittlichen Ausbeute von 0,23 uMol Transferrin mit 0,075 uMol Polylysin 
270 erhalten. 

In ahnlicher Weise wurden Transferrin-Polylysin 450 Konjugate hergestellt, wobei von 1,2 uMol 
modifiziertem Transferrin gemafl Beispiel 1 a) (in 20 mM HEPES pH 7,9 enthaltend 80 mM Natriumchiorid) 
5 und 71 nMol Mercapto-modifiziertem Polylysin 450 gemafl Beispiel 2 b) in Acetatpuffer ausgegangen 
wurde. 

Die Reinigung der Reaktionsmischung wurde uber Gelpermeationschromatographie (Pharmacia Supero- 
se 12 Saule, 1 M Guanidinchlorid pH 7,3) durchgefuhrt und ergab nach Dialyse (20 mM HEPES pH 7,3, 
enthaltend 100 mM Natriumchiorid) Transferrin-Polylysin-Konjugate, enthaltend 0,40 uMol Transferrin mit 38 
w nMol Polylysin 450. 

Der Einbau von Eisen wurde durchgefuhrt, indem den Proben 6 - 12 ul 100 mM Eisencitratpuffer 
(enthaltend Natriumbicarbonat, eingestellt auf pH 7,8) pro mg Transferrinanteil zugefugt wurden. 



75 Beispiel 3 



a) Herstellung von Transferrin-Protamin-Konjugaten 
20 Die Herstellung von modifiziertem Tranferrin wurde analog Beispiel 1 a) durchgefuhrt. 



b) Herstellung von 3-Mercaptopropionat-modifiziertem Protamin 

25 Einer Losung von 20 mg (3 uMol) Protamintrifluoracetat-Salz (hergestellt durch lonenaustausch- 
Chromatographie aus Lachs- Protamin ( = Salmin) -Sulfat, Sigma) in 2 ml DMSO und 0,4 ml Isopropanol, 
enthaltend 2,6 ul (15 uMol) Ethyldiisopropyiamin, wurde eine Losung von 30 uMol SPDP in 250 ul 
Isopropanol und 250 ul DMSO in mehreren Portionen wahrend einer Stunde zugefugt. Nach 3,5 h bei 
Raumtemperatur wurde die Losung im Hochvakuum eingedampft und in 0,5 %iger Essigsaure mit einem 

30 Gehalt von 10 % Methanol aufgenommen. Gelfiltration (Sephadex G10; 0,5 %ige Essigsaure mit 10 % 
Methanol) ergab nach der Lyophilisierung 16 mg (2,5 uMol) Protaminacetat-Salz, modifiziert mit 2,5 uMol 
Dithiopyridin-Linker. Reduktion von 1,75 uMol Protamin (enthaltend 1,75 uMol Linker) mit 16 mg Dithiothrei- 
tol in Natriumbicarbonatpuffer pH 7,5 wahrend 1 h unter Argon, anschlie/tende pH-Einstellung auf 5,2 und 
Gelfiltration uber Sephadex G10 mit 20 mM Natriumacetatpuffer pH 5,2 ergaben eine Protaminlosung, 

35 modifiziert mit 1 ,6 uMol Mercaptopropionat-Linker. 



c) Herstellung von Transferrin-Protamin-Konjugaten 

40 Die Reaktion der nach b) erhaltenen Protaminlosung (1,6 uMol Linker) mit 1,34 uMol Transferrin 
(modifiziert mit 3,1 uMol Dithiopyridin-Linker) und anschlie/tende Reinigung durch Kationenaustausch- 
Chromatographie, wie fur die Transferrin-Polylysin Konjugate beschrieben, ergaben vier aufeinanderfolgend 
eluierende Produktfraktionen A - D, enthaltend 90, 320, 240 bzw. 120 nMol modifiziertes Transferrin mit 
zunehmenden Mengen an Protamin (bestimmt mittels SDS-Gelelektrophorese; 10 % SDS, 8 % Poiyacryla- 

45 mid, Coomassieblau-Farbung. Fig. 3 zeigt das Ergebnis der SDS-Gelelektrophorese. Die Tfprot-Konjugat- 
fraktionen A - D zeigten langsamer wandernde Banden (a), wahrend in 0-Mercaptoethanol-reduzierten 
Proben (b) nur die Transferrinbande sichtbar war. Dialyse und Eiseneinbau wurden, wie fur die Transferrin- 
Polylysin-Konjugate TfpL270 und TfpL450 in Beispiel 2 beschrieben, durchgefuhrt. 



Die Komplexe wurden hergestellt, indem verdunnte Losungen von DNA (30 ug/ml Oder weniger) mit 
den Transferrin-Polykation-Konjugaten vermischt wurden. Um ein Ausfallen der DNA-Komplexe zu verhin- 
dern, wurde phosphatfreier Puffer verwendet (Phosphate verringern die Loslichkeit der Konjugate). Die 
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Beispiel 4 



Herstellung von Komplexen von Transferrin-Polykation-Konjugaten mit DNA 



55 
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Bindung der DNA an die Polykation-Konjugate bei physiologischen ionischen Bedingungen wurde durch 
einen Gel-Mobility-Shift-Assay unter Verwendung von am 3-Ende 32 P-markierter Lambda DNA, geschnitten 
mit EcoR i/Hind III, bestatigt (Fig. 4). Zu jeder Probe mit 1 ul (35 ng) DNA wurden 3 ul eines 100 mM 
HEPES Puffer pH 7,9, enthaltend 1 M Natriumchlorid, gefugt und die Proben mit steigenden Mengen (10 ng 
5 bis 1000 ng) von Transferrin-Konjugaten in 11 ul wasseriger Losung vermischt, was eine Endkonzentration 
an Natriumchlorid von 200 mM ergab. Elektrophorese auf einem 1 %igen Agarose-Gel mit 1 x TAE 
Laufpuffer wurde bei 50 Volt (45 mA) wahrend 2,5 h durchgefuhrt; das Gel wurde getrocknet, gefolgt von 
Autoradiographie wahrend 2 h bei -80° C unter Verwendung eines XAR Films (Kodak). 

w 

Beispiel 5 



Transport von Transferrin-Polylysin-Konjugaten in lebende Zellen. 

75 

Urn nachzuweisen, da/3 die im Beispiel 1 beschriebenen Transferrin-Polylysin-Konjugate effizient in 
lebende Erythroblasten aufgenommen werden, wurden FITC-markierte Konjugate verwendet. Es ist bekannt 
(Schmidt et al,1986) t da/J FITC- markiertes Transferrin nach einigen Stunden Inkubation mit Erythroblasten, 
denen vorher Transferrin entzogen worden war, in Vesikeln innerhalb der Zelle nachweisbar war 

20 (Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop). 

Im vorliegenden Beispiel wurden Erythroblasten (durch ein EGF-Rezeptor-Retrovirus transformiert, 
Khazaie et aM988) 18 Stunden in transferrinfreiem Differenzierungsmedium (Zusammensetzung in Zenke et 
al,1988) bei 37 "C (Zellkonzentration 1,5x10 6 /ml) inkubiert. Nach Zugabe der verschiedenen Transferrin- 
Polylysin-Konjugate (oder, als Kontrolle, der entsprechenden Menge sterilen aq bidest) wurden die Zellen 

25 bei 37 *C in Gegenwart von 10 ng/ml EGF (urn den transformierten Zustand aufrechzuerhalten) inkubiert. 
Nach 24 und 48 Stunden wurden ca. 5x1 0 5 Zellen entnommen, 1 mal in phosphatgepufferter physiologi- 
■" scher Kochsaizlosung (PBS; pH 7.2) gewaschen, mit dem 50fach*en Volumen einer Mischung von 3.7 % 
Formaldehyd und 0.02% Glutaraidehyd in PBS fixiert (10 min, 40* C), 1 mal in PBS gewaschen, in Elvanol 
eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot.Schmalband-FITC und TRITOAnregung) unter- 

30 sucht. Gleichzeitig wurde in anderen Aliquots der verschiedenen Ansatze die Wachstumsrate der Zellen 
bestimmt. Hierzu wurden 100 ul Zellsuspension entnommen und der Einbau von 3 H-Thymidin (8 uGi/ml.2 
Stunden) bestimmt, wie in Leutz et al,1984 beschrieben. Aus Fig. 5 gent hervor, da/3 die mit Transferrin- 
Polylysin inkubierten Erythroblasten nach 24 Stunden 2 bis 10 stark fluoreszierende Vesikel aufweisen, die 
in den Kontrollen nicht nachweisbar sind. Tabelle A zeigt, da/3 mit Ausnahme der Fraktion 6 alle Konjugate 

35 von praktisch alien Zellen aufgenommen worden sind. 

Fig. 5 zeigt Fluoreszenzaufnahmen von Huhnererythroblasten, die 24 h ohne (A) oder mit FITO 
markierten Transferrin-Polylysin-Konjugaten (B,C) inkubiert wurden. Bei Anregung mit blauem Licht (B, zum 
Nachweis von FITC) sind deutlich mehrere fluoreszierende Vesikel in jeder Zelle zu erkennen. Die Spezifitat 
dieser Fluoreszenz wird dadurch gezeigt, da/3 die Vesikelfluoreszenz bei Anregung mit grunem Licht (C: bei 

40 welcher eine ahnliche unspezifische Fluoreszenz der Zellen wie in A zu sehen ist) nicht auftritt (C). 

Die Tatsache, da/3 die Zellen in alien Proben gleich schneil wachsen (wie durch Einbau von tritiiertem 
Thymidin ( 3 H TdR) gemessen, Tabelle A) beweist, da/3 die Zellen durch die Polylysin-Konstrukte nicht 
geschadigt werden und somit eine unspezifische Aufnahme (z.B. uber durchlassig gewordene Zeilmembra- 
nen) auszuschlieflen ist. 

45 . 

Beispiel 6 

Ziel der in diesem Beispiel durchgefuhrten Versuche war es zu zeigen, da/3 die hier verwendeten 
so Transferrin-Polylysin-Konjugate von der Zelle wie natives Transferrin verwendet werden, d.h. den normalen 
Transferrinzyklus mit ahnlicher Effizienz durchlaufen. Als Testsystem hierfur sind Erythroblasten, die durch 
"Abschalten" des transformierenden Onkogens zur Ausreifung in normale Erythrozyten induziert werden 
konnen, besonders geeignet (Beug et al,1982). Aus der Literatur geht hervor, da/3 solche Zellen zur 
normalen Reifung hohe Konzentrationen an Transferrin-Eisen Komplex benotigen (100 -200 ug/ml, 3 fach 
55 geringere Konzentrationen verhindern das Ausreifen der Zellen und fuhren nach mehreren Tagen zum Tod 
der Zellen (Kowenz et al.1986)). Auch konnte gezeigt werden (Schmidt et al,1986), da/3 "recycling" .also 
Wiederverwendung von Transferrinrezeptoren und damit ein. mit optimaler Geschwindigkeit ablaufender 
Transferrinzyklus fur eine normale in vitro Differenzierung unerlafllich ist. 
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Erythroblasten (durch das EG F-Rezeptor- Retrovirus transformiert) wurden durch Entzug von EGF und 
Zugabe einer optimalen Menge an partiell gereinigtem Huhner-Erythropoietins (Kowenz et al.,1986,frei von 
Transferrin) zur Differenzierung induziert. Die inkubation erfoigte bei einer Zellkonzentration von 1x10 6 /ml in 

tr^n^fprrinfmi*=»m niffmrf^n^ipiri mncmaHii im h^i AO* f* nr>H co/_ nr\. i^i„..u-,±: u — : — - ■_. 
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5 nativer Transferrin-Eisen-Komplex (Sigma, 100 ug/ml) Oder die mit Eisen gesattigten Transferrin-Polylysin- 
Konjugate (Konzentration ebenfalls 1oo ug/ml zugegeben. Wachstum und Reifungszustand der Zellen 
wurden auf folgende Art nach 24 und 48 h analysiert: 

1. Bestimmung der Zeilzahl (im Coulter Counter, Modell ZM, Beug et al,1984) 

2. Aufnahme von Zell-Gro/tenverteiiungen (im Coulter-Channelyzer Mod. 256) und 

70 3. Photometrische Messung des Hamoglobingehalts der Zellen (Kowenz et aL, 1986) 

Au/terdem wurden Aliquots der Ansatze nach 72 Stunden in einer Cytozentrifuge (Shandon) auf 
Objekttrager zentrifugiert und einem histochemischen Nachweis fur Hamoglobin unterzogen (Farbung mit 
neutralem Benzidin plus Diff-Quik Schnellfarbung fur Biutzellen, Beug et al.1982). 

Die Ergebnisse in Tabelle B zeigen deutlich, dafl Zellen, die in Gegenwart der Polylysin-Transferrin 

75 Konjugate Fraktion 1 bis 5 zur Differenzierung induziert wurden, genauso effizient und mit gleicher 
Geschwindigkeit ausreifen wie solche, die mit nativem Transferrin-Eisen inkubiert wurden. Die Zellen in den 
transferrinfreien Kontrollen dagegen zeigten ein stark verlangsamtes Zellwachstum und akkumulierten nur 
geringe Mengen an Hamoglobin. Die Untersuchung des Zellphanotyps an gefarbten Cytospin-Praparaten 
ergab, da/3 die mit Polyiysin-Transferrin-Konjugaten inkubierten Zellen genauso zu spaten Retikulocyten 

20 (late reticulocytes, Beug et al.,1982) herangereift waren wie die mit nativem Transferrin behandelten, 
wahrend die ohne Transferrin inkubierten Zellen eine Mischung aus desintegrierten und unreifen, erythro- 
blastenahnlichen Zellen darstellten (Schmidt et al,1986). Nur die mtt Transferrin-Polylysin-Fraktion 6 
behandelten Zellen wiesen einen geringeren Hamoglobingehalt und einen gro/teren Prozentsatz an unreifen 
Zellen auf (Tabelle B). Dies zeigt, da/3 die mit besonders viel Polylysin konjugierte Fraktion 6 weniger gut 

25 im Transferrinzyklus funktioniert Gleichzeitig weist dieses Ergebnis auf die Empfindlichkeit der Testmetho- 
de hin. 



Beispiel 7 

30 

In ahnlicher Weise wie in Beispiel 6 wurden verschiedene Transferrin-Polylysin-Konjugate und 
Transferrin-Protamin-Konjugate auf ihre Fahigkeit untersucht, bei der Reifung von Huhnererythroblasten zu 
Erythrozyten den nativen Transferrin-Eisenkomplex funktionell zu ersetzen. 

Es wurde bereits gezeigt. da/3 terminal differenzierende Huhnererythroblasten einen optimal funktionieren- 

35 den Transferrinzyklus verlangen; d.h, ohne Transferrin oder bei Hemmung des Transferrinrezeptor-Recy- 
cling sterben die Zellen ab (Kowenz et aL, 1986; Schmidt et aL, 1986). Da das normaierweise verwendete 
teilgereinigte Huhnererythropoietin noch Transferrin enthalt t wurde EPO durch einen transferrinfreien, 
teilweise gereinigten erythroiden Wachstumsfaktor ersetzt, urn die erythroide Differenzierung zu ermogli- 
chen (REV-Faktor; Kowenz et aL, 1986; Beug et aL, 1982): Als Zielzellen wurden Erythroblasten, die mit 

40 einem den menschlichen epidermalen Wachstum sfaktor-Rezeptor (EGFR) zusammen mit einem 
temperatur-empfindlichen v-myb Oncogen enthaltenden Retrovirus transformiert waren in CFU-E Medium 
(Radke et aL, 1982) in Anwesenheit von 20 ng/ml EGF vermehrt. Diese Zellen werden durch EGF zur 
abnormalen Vermehrung angeregt, Entzug des Wachstumsfaktors EGF bei gleichzeitiger Zugabe von REV- 
Faktor bewirkt, da/3 die Zellen in die normale Differenzierung eintreten. Nach zweimaligem Waschen in 

45 transferrinfreiem Medium wurden die Zellen in transferrinfreies Medium ausgesat und verschiedene Mengen 
von mit Eisen gesattigtem Transferrin oder Transferrin-Polykation-Konjugaten zugefugt (vor oder nach deren 
Komplexierung mit Plasmid DNA). Nach 1, 2 und 3 Tagen Inkubation bei 42* C wurde der Differenzierungs- 
zustand der Zeilen durch Cytozentrifugation und histochemische Farbung oder durch quantitative Hamo- 
glpbinbestimmung festgestellt. 

so Das Ergebnis dieser Versuche ist in Fig.6 bzw. Tab.C dargestellt. 

Die Zellen (1 x 10 G /ml) wurden in conalbuminfreiem Differenzierungsmedium, (Zenke et aL, 1988), 
erganzt durch 1 ug/ml Insulin und REV-Faktor bei optimaler Konzentration (Kowenz et aL, 1986; Verdun- 
nung 1 : 5.000), einmal ohne Zusatze (Dreiecke), einmal mit eisengesattigtem Conalbumin (Kreise) und 
einmal mit eisengesattigtem TfpL 270-Konjugaten (je 100 ug/ml); Vierecke in 14 mm Schalen eingebracht 

55 Nach Inkubation wahrend 24 und 48 Stunden wurde der Hamoglobingehalt in 100 ul Aliquots photometrisch 
gemessen. Der schraffierte Bereich gibt den Hamoglobingehalt in Abwesenheit von Transferrin gezuchteter 
Zellen an (Mittelwert aus 4 Bestimmungen; Fig. 6A). 

Urn die erythroide Differenzierung als Funktion der Transferrin- bzw. Transferrin-Polylysin-Konzentration 
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zu analysieren, wurden die Zellen, wie oben beschrieben, in Medium, enthattend die angegebenen Mengen 
eisengesattigtes Conalbumin (offene Kreise), TfpL 90 (offene Vierecke) oder TfpL 270 (geschlossene 
Vierecke) eingebracht und nach 2 Tagen der Hamoglobingehalt photometrisch bestimmt (Fig. 63). 

5 

Tabelle C: 

Die erythroide Differenzierung wurde verfolgt durch photometrische Hamoglobinbestimmung (vgl. Fig. 
6), durch Auszahlen in einen Couiter-Zahler oder durch Cytozentrifugation und anschlieflende neutraie 

w Benzidinfarbung (zur Hamoglobinbestimmung) plus histologische Farbstoffe (Diff Quik; Beug et al., 1982b). 
Die Endkonzentrationen von Transferrin und Transferrin-Konjugaten betrugen in Versuch 1 60 ug/ml; in den 
Versuchen 2 und 3 100 ug/ml. Die DNA-Konzentration in Versuch 2 betrug 10 ug/ml. Der Anteil an 
desintegrierten Zellen, reifen Zellen (LR: spate Reticulozyten; E: Erythrozyten) und unreifen Zellen (Ebl) 
wurde nach den von Beug et al., 1982b und Schmidt et al., 1986 beschriebenen Methoden bestimmt. Die 

75 erhaltenen Resultate zeigen, da/3 zwei verschiedene Transferrin-Polylysin-Konjugate (TfpLso oder TfpL 2 7o) 
ebenso wie das Transferrin-Protamin-Konjugat fahig sind. natives Transferrin funktionell zu ersetzen, indem 
sie einen raschen Transport von Eisen in differenzierende rote Zellen gewahrleisteten, wobei ihre spezifi- 
sche Aktivitat um das 1 .5 bis 2 fache niedriger war (vgl. Fig. 6). Die Komplexierung von DNA mit 
Transferrin-Polyiysin 270 und Tranferrin-Protein veranderte die biologische Aktivitat der Konjugate nicht 

20 wesentlich. In einem Kontrollexperiment wurde festgestellt, da/3 bei Zugabe von Polylysin oder Protamin, 
gemischt mit einer geeigneten Menge von Eisencitrat anstelle der Transferrin-Konjugate die Zellen rft nicht 
differenzieren konnten und abstarben, ahnlich wie bei Zellen in den Vergleichsproben, die ohne Transferrin 
inkubiert wurden. 

Insgesamt haben die Versuche gemafl den Beispielen 6 und 7 gezeigt, da/3 beide Arten von Polykation- 
25 Transferrin-Konjugaten, Eisen nur gertngfugig weniger effizient transportierten als naturliches Transferrin. 



Bei spiel 8 

30 

Poiylysin-Transferrin-Konjugate ermoglichen die Aufnahme von DNA in Huhnererythroblasten. 

In vorliegendem Beispiel sollte untersucht werden, ob DNA in einer Grofle, die der von tDNA- 
Ribozymen (vgl. Fig. 7) entspricht,von Transferrin-Polylysin-Konjugaten effizient in das Zellinnere transpor- 
35 tiert werden kann. Im vorliegenden Beispiel wurde tDNA mit einem Insert der Sequenz , 

CGTTAACAAGCTAACGTTGAGGGGCATGATATCGGGCCCCGGGCAATTGTTCGATTGCAACTCCCCGTAC- 
TATAGC 

Molekulargewicht ca. 300.000, mit gamma 32P ATP endmarkiert (Maniatis), verwendet. Ungefahr 0.3 ug 
dieser DNA, gelost in 20 ul TE Puffer, wurden entweder mit 10 ug nativem Transferrin, mit 10 ug 

40 Transferrin-Polyiysin Konjugat Fraktion 3,jeweils gelost in 5o ul aq bidest plus 4oo ug/ml Rinderserumalbu- 
min (Beug H., et al., 1982) oder mit 50 ul dieses Losungsmittels ohne Transferrin vermischt. Die DNA- 
Proteinmischungen wurden zu je 2 ml transferrinfreiem Differenzierungsmedium zugegeben, 4x1 o s Huhne- 
rerythroblasten, (die mit einem EGF-Rezeptor-Retrovirus transformiert waren und 18Hin transferrinfreiem 
Medium in Gegenwart von EGF vorinkubiert wurden, (Khazaie K., et al.,1988) zugegeben und die Ansatze 8 

45 Stunden bei 37 C und 5 % CCV inkubiert. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert, der Oberstand 
abgenommen und die Zellen 3 mat in transferrinfreiem Medium gewaschen. Zellsediment und Kulturmedi- 
um wurden inl% SDS.lmg/ml Proteinase K, 300mM NaCI, 20mMTris pH 8.0. lOmM EDTA (PK/SDS- 
Puffer) aufgenommen, 30 min bei 37* C inkubiert, mit Phenol/Cloroform extrahiert.und die DNA durch 
Ethanolfallung isoliert. Isolterte DNA mit einer Radioaktivitat von ingesamt 2000 cpm wurde auf einem nicht- 

so denaturierenden 3.5 % Acryiamidgel aufgetrennt (TBE, Maniatis) und die DNA durch Autoradiographie 
nachgewiesen. Es wurde gezeigt, da/3 in der mit Tranferrin-Polylysin behandelten Zellprobe etwa 5-10 mal 
mehr DNA von den Zellen aufgenommen worden ist als in den Kontrollproben mit nativem Transferrin. 

55 Beispiel 9 



Polylysin-Transferrin-Konjugate ermoglichen die Aufnahme und Expression von Plasmid-DNA in Huhnerer 
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ythroblasten. 

In diesen Versuchen wurde Plasmid-DNA, enthaltend das Photinus pyralis - Luciferase-Gen a)s 

. , „ Vf ^,w..uw..o.^i uuu t-Ajjicooiun £.u uniersuunen. uazu wurae puc^viuc Kiasmid- 

DNA (De Wet, J.R., et aL, 1987) unter Verwendung der Triton-X Lyse Standard-Methode (Maniatis) 
hergestellt .gefolgt von CsCI/EtBr Gieichgewichtsdichtegradienten-Zentrifugation, Entfarbung mit Butanol-1 
und Dialyse gegen 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 1 mM EDTA. In einer typischen Komplexbildungsreaktion 
warden 10 ug Transferrin-Polylysin- oder Transferrin-Protamin-Konjugate zu 3 ug pRSVluc Plasmid-DNA, 
enthalten in 250 ul 0,3 M NaCI, unter vorsichtigem Ruhren langsam hinzugefugt (Es wurde festgesteilt, da/i 
bei Einhaltung dieser Bedingungen bis zu 100 ug Transferrin-Polykation-Konjugat und 30 ug Plasmid-DNA 
in einem Endvolumen von 500 ul verwendet werden konnen, ohne daj3 die Konjugat/DNA-Komplexe 
ausfallen). Nach 30 min bei Raumtemperatur wurden die Komplexe direkt zu 5 - 10 x 10 6 HD3-Zellen (0,5 - 
1 x 10 s Zellen pro ml, EBM+H-Medium (Beug et al.,1982a; 37° C, 5 % C0 2 ) gefugt und 16 - 48 h lang 
inkubiert (als Zeilinie wurde die ts-v-erbB transform ierte Huhnererythroblastenzellinie HD3 verwendet). Die 
Zellen wurden geerntet (5 min bei 1500 x g, 4*C, zweimal mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) 
gewaschen und in 100 ul 0,25 M Tris/HCI pH 7,5 aufgenommen. Zellextrakte wurden durch drei Zyklen 
Gefrieren und Auftauen, gefolgt von Hochgeschwindigkeitszentrifugation (15 min, 18.500 x g, 4*C) herge- 
stellt. Aliquots solcher Zellextrakte wurden auf das Vorhandensein von Luciferaseenzymaktivitat untersucht 
(De Wet, J.R., et aL, 1987). Die Bioluminiszenz wurde unter Verwendung des Ciinilumats (Berthold, 
20 Wildbach, BRD) gemessen. 

Es wurde festgesteilt, da/3 die Anwesenheit der Transferrin-Polykatton/DNA-Komplexe im Kulturmedium 
keinen schadlichen Einflu/3 auf Zellwachstum und -vermehrung haben. Wie aus Fig. 8 ersichtlich ist, wurde 
maximale Luciferase-Aktivitat erreicht, wenn 3 ug DNA/10 ug TfpL und 0,3 - 1 ug DNATfprot verwendet 
werden. Unter der Annahme, da/3 alle gebildeten Konjugat/DNA-Komplexe identisch waren, entspricht das 
25 einem molaren Verhaltnis von 25 bzw. 75 Konjugatmolekulen pro Molekul Plasmid-DNA. Daraus kann 
geschlossen werden, da/3 die DNA im Komplex zur Ganze durch die Konjugatmolekule abgedeckt ist, und 
zwar bei einem Konjugat/DN A- Verhaltnis, das offensichtlich Elektroneutraiitat (berechnet auf Basis der 
positiven Ladungen im Polykation, die erforderlich sind, die negativen Ladungen der Phosphatgruppen in 
der DNA zu neutralisieren) gewahrleistet. Diese Annahme stimmt mit der Beobachtung uberein, da/3 im 
30 Vergleich zu Transferrin-Poiylysin dreimal mehr an weniger stark positiv geladenem Transferrin/Protamin fur 
optimale Komplexbildung und Gentransfer benotigt wird. Diese Annahme stimmt auch mit dem in Beispiel 4 
erhaltenen Ergebnis fur das Konjugat/DNA-Verhaltnis uberein, das fur effiziente Komplexbildung erforderlich 
ist. 

Unter Verwendung eines derart optimierten Tfpl7DNA-Verhaltnisses fur die Komplexbildung wurde die 

35 Empfindlichkeit dieses Gentransfer-Systems bestimmt. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 9 gezeigt: 
Weniger als 1 ng fur Luciferase kodierende Plasmid-DNA zeigt noch ein nachweisbares Signal. Die 
Anwendung von mehr als 2 ug Plasmid-DNA. komplexiert mit 6 ug TfpL bzw. 20 ug Tfprot fuhrt zu keiner 
weiteren Zunahme der Luciferaseaktivitat, vermutlich aufgrund der Sattigung des Systems. Es wurde 
weiters festgesteilt, da/3 keine besondere Saiz- oder lonenkonzentration fur die Komplexbildung erforderlich 

40 ist. weil TfpL/DNA-Komplexe, die bei verschiedenen Salzkonzentrationen gebildet wurden (0, 20, 50, 100, 
200 mM NaCI) in Gentransfer-Experimenten gleicherma/3en wirksam waren. (Fig.8 und Fig.9: Kreise Tfprot! 
Vierecke TfpL). Es konnte gezeigt werden, da/3 die Aufnahme der Transferrin-Polykation/DNA-Komplexe in 
die Zelle uber den Transferrin-Rezeptor ablauft. Zunachst, wie in Fig. 10A dargestellt ist, wurde festgesteilt, 
da/3 die durch TfpL-DNA-Komplexe erreichte Luciferaseaktivitat mindestens 100 mal hoher ist als die 

45 Aktivitat, die fur pL- DNA- Komplexe gemessen wurde. Ein Vergleichsversuch ergab, da/3 ein Gemisch von 
Potylysin und Transferrin allein die Aufnahme von Plasmid-DNA nicht erleichtert. In einem weiteren Versuch 
wurden zu einer konstanten Menge TfpL- DNA- Komplex ein Uberschu/3 an nativem Transferrin gefugt. Fig. 
10B zeigt, da/3 freies Transferrin im Medium effizient urn die durch TfpL vermittelte DNA-Aufnahme 
konkurriert, was in einer Verringerung der Luciferase-Enzymaktivitat resultiert. Daraus la/3t sich schlie/3en, 

so da/3 die Aufnahme der TfpL-DNA-Kompiexe durch die Zelle uber den Transferrin-Rezeptor erfolgt. 



Beispiel 10 

In Vorversuchen war anhand der Transfektion von Huhnerfibroblasten mit erbBschnitt DNA festgesteilt 
worden, da/3 die erbBschnitt-Ribozym-tDNA in Huhnerzellen exprimiert wird, 

Mit diesem Beispiel konnte gezeigt werden, da/3 tDNA-Ribozyme,die gegen das erb B Onkogen 
gerichtet sind, mit Hilfe von Polylysin-Transferrin-Konjugaten in erb B-transform ierte Huhnererythroblasten 
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eingebracht werden und die transformierende Wirkung des Onkogens schwachen konnen. 

Zwei tRNA-Ribozymgene. gerichtet gegen die Translationstnitions-Region von erbB wurden, konstruiert 
(vgl. Fig. 7 und 11). Ca. 100 ug jedes das Gen enthaltenden Piasmids wurden EcoRI verdaut. urn das 
tRNA-Ribozymgen auf einem 325 bp-Fragment freizusetzen. 

5 Die Verdauprodukte wurden mittels Klenow-Fragment endmarkiert und mittels Gelelektrophqrese durch 

ein 2% Agarose/TBE-Gel gereinigt. Das Vektorfragment und die tRNA-Ribozymgen-Fragmente wurden 
durch Ethidiumbromid-Farbung lokalisiert, ausgeschnitten und durch Elektroelution, Phenol/Chloroform -und 
Chloroformextraktion und Ethanolfallung gewonnen. Die gereinigten, radioaktiv markierten DNA-Fjragmente 
wurden daraufhin unter Benutzung des Transferrin-Polylysin-Transportsystems dazu verwendet, die Aufnah- 

70 me und die Hemmung der erbB-RNA zu bestimmen. Ais Kontroll-DNA wurde der Vektor pSPT 18 
verwendet. 

Als Testzel (system wurde eine Huhnererythroblastenzellinie gewahlt, die durch eine temperatursensitve 
Mutante (ts 34 ( Graf et ai 1978) des Vogel- Erythroblastosevirus AEV transformiert ist (Beug et al, 1982 b). 
Das in diesen Zellen ebenfalls exprimierte erb A Onkogen kann durch einen spezifischen Proteinkinase- 

75 Hemmer (H 7) inhibiert werden. (Es wurde festgestellt, da/i das v-erbA-Onkogen in vivo und in vitro (d.h. als 
bakterieil exprimiertes Protein) an zwei Stellen, namlich Ser 28 und Ser29. durch Proteinkinase C bzw. 
durch cAMP-abhangige Proteinkinase phosphoryliert wird. Mutation dieser Serine zu Alaninen verhindert die 
Phosphorylierung und zerstort die v-erbA-Onkogenaktivitat. H7 ist ein spezifischer Inhibitor dieser beiden 
Kinasen und ist in der Lage, in v-erbA-v-erbB haltigen Erythroblasten selektiv die durch v-erbA verursachten 

20 Veranderungen (z.B. Blockierung der Differenzierung) aufzuheben.) 

Es ist bekannt, dafl Erythroblasten deren erbB Onkogen inaktiviert wird - z.B. durch Erhohung der 
Temperatur im Falle einer temperaturempfindlichen erb B Mutante -dazu induziert werden, zu Erythrozyten 
auszureifen. 

Eines der ersten Anzeichen fur dtesen Vorgang ist eine tnduktion der Hamoglobinsynthese, die durch 
25 einen empfindiichen Nachweis (saure Benzidinfarbung, Orkin et al, 1975 t Graf et al t 1978) auf dem Niveau 
der Einzelzelle nachgewiesen werden kann. Als phanotypische Wirkung eines gegen erb B gerichteten 
Ribozyms in diesem Testsy stem" ware somit eine spezifische Erhohung der Zahl benzidin-positiver Zellen 
zu erwarten. 

Die diesem Beispiel zugrundeliegende' Versuchsreihe wurde folgendermaflen durchgefuhrt: Die ver- 

30 schiedenen DNA -Praparationen (siehe oben und Tabelle D),gelost in 30. ul TE- puffer, wurden mit jeweils 
10 ug nativem Transferrin -Eisenkomplex Oder Transferrin-Polytysin -Konjugat (gelost in 50 ul aq. bidest.) 
gemischt und 30 min bei 37* C inkubiert. 

Im Falle der Vektor DNA, (10 ug) wurde entprechend mehr (100 ug) der Transferrin-Praparationen 
verwendet. Die DNA-Transferrin-DNA-Mischungen wurden zu je 1 mi transferrinfreiem.Differenzierungsmedi- 

35 urn (Zenke et al., 1988) zugegeben. Die Testzellen (pro Ansatz 3x1 0 6 ) wurden vor dem Versuch 60 min in 
transferrinfreiem Differenzierungsmedium bei 42 °C inkubiert, (hierdurch wird die Transferrinaufnahme 
verstarkt) und zu den DNA-Transferrin-haltigen Ansatzen hinzugegeben. Nach 6 h, 18 h und 68 h 
(Behandlung der Zellen siehe unten) wurden Proben entnommen, wie beschrieben, in Uberstand und 
Zellsediment aufgetrennt, in PK/SDS Puffer aufgenommen und die DNA anatysiert. 

40 Fig. 12 zeigt, dafi, analog Beispiel 8, in der mit Transferrin-Polylysin behandelten Zellprobe etv/a 5-10 

mal mehr DNA von den Zellen aufgenommen wurde als in den Kontrollproben mit nativem Transferrin. 
Spur m: Molekulargewichtsmarker: pBR322 DNA, gespalten mit Hpall und unter Verwendung des Klenow- 
Fragments der DNA-Polymerase mit alpha- 32 P-CTP radioaktiv markiert (Maniatis) 
Spur 1: 2000 cpm ES13-Fragment 

45 Spur 2: Material von Zellen, behandelt mit Transferrin und ES13 

Spur 3: Material aus Zellen, behandelt mit Transferrin-Polylysin und ES13 

Nach Inkubationsende (6 h) wurden die Zellen abzentrifugiert und in transferrinhaltigem Differenzie- 
rungsmedium mit Erythropoietin und Insulin (Kowenz et al t 1986, Zenke et al 1988, 2 ml pro Ansatz und bei 
37 C (lh. in Anwesenheit eines aktiven v-erb B-Proteins) weitere 72 Stunden inkubiert. 

so Folgende Ergebnisse wurden erhalten: 

1. Ahnlich wie in Beispiel 8 konnte eine verstarkte Aufnahme von DNA in der Grofle der erbBschnitt 
DNAs in den mit Transferrin-Polylysin behandelten Zellproben (etwa 5 fach) beobachtet werden. 

2. Tabelle D zeigt, da/* in alien Fallen, in denen erbBschnitt-Ribozym-tDNA mit Hilfe von Polylysin- 
Transferrin-Konstrukten in erb B transform ierte Erythroblasten eingebracht wurde, der Prozentsatz an 

55 Benzidin-positiven Zellen signifikant (auf ca. das Doppelte) erhoht war (als Referenz dienten die Proben, die 
mit Vektor-DNA behandelt wurden und in denen die Verwendung' von Polylysin-Transferrin-Konjugaten 
erwartungsgemafl nicht zu einer Erhohung der Zahl benzidin-positiver Zellen fuhrte). 
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Beispiel 11 
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5 Huhnerzellen 



Die Bindung von TfpL und TfpL-DNA an Zelloberflachenrezeptoren wurde mit Tritium-markierten 
Substanzen nach der von Stein et al., 1984, beschriebenen Methode gemessen. 3 H-markiertes TfpL wurde 
durch Konjugation von markierterri Polylysin mit Transferrin nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode 

w hergestellt. Die Markierung von Polylysin 90 wurde durch Behandlung mit Formaldehyd und 3 H-markierten 
Natriumborhydrid durchgefuhrt (Ascoli und Puet, 1974). Das Ergebnis dieser Versuche ist in Fig. 13 
dargestellt. Markiertes TfpL 90 (Vierecke) oder markiertes TfpL 90, komplexiert mit pB-SK~-DNA (Promega 
Biotech, hergestellt mittels Triton-X-Lyse t CSCI/EtBr-Gleichgewichts-Dichtegradientenzentrifugation; Entfar- 
bung mit 1-Butanol und Dialyse gegen 10mM Tris/HCI pH 7,5, 1mM EDTA)(Dreiecke) wurden auf ihre 

75 spezifische Bindung an den Transferrin-Rezeptor von HD3-Zellen untersucht. Dazu wurden die Konjugate 
bzw. Komplexe (0,1 - 100 nM) zu HD3-Zeilen (1 x 10 € /ml in MEM ( = Eagle's Minimum Medium) + 1%BSA) 
gefugt und 3 h inkubiert. Fig.13 zeigt, da/3 sowohl die Konjugate als auch die Komplexe an HD3-Zellen 
derart binden, da/3 Sattigung eintritt. Die aus diesen Daten errechneten scheinbaren Bindungskonstanten 
betrugen 22 nM fur TfpL und 43 nM fur TfpL-DNA- Komplexe. Obwohl etwas hoher, stimmen diese Werte 

20 relativ gut mit denen fur natives Transferrin, die mit 15 nM bestimmt worden waren, uberein. 

Urn die Aufnahme von TfpL-DNA-Komplexen in intrazellulare Vesikel zu verfolgen, wurden zunachst 
HD3-Zellen mit Transferrin-freiem Differenzierungsmedium bei 37 *C 18 h lang inkubiert. Nach Zusatz von 
FITC-Transferrin bzw. von TfpL-Konjugaten (mit FITC an der Polylysin-Gruppe markiert, in einigen Experi- 
menten mit DNA komplexiert), wurden die Zellen weitere 18 h inkubiert. Die Zellen wurden cytozentrifugiert, 

25 mit einer Mischung aus 3,7 %igem Formaldehyd und 0,02 %igem Glutaraldehyd fixiert, mit PBS gewa- 
schen, in Mowiol 4.88 eingebettet und in einem Zeiss Axiophot Fluoreszenzmikroskop untersucht- Als 
Kontrolle wurde FITC-markierter Ziegen-Anti-Mausantikorper (0.1 mg/ml) verwendet (vgl. Beispiel 5). Fur die 
quantitative Bestimmung von FITC-Tf, FITC-TfpL bzw. FITC-TfpLVDNA wurden die Zellen 6 h lang mit dem 
jeweiligen Praparat (Tf: 40 ug/ml; TfpL270: 50 ug/ml; Tfpl270 plus pB-SK~DNA (Promega Biotech, 

30 hergestellt mittels Triton-X-Lyse, CSCI/EtBr-Gleichgewichts-Dichtegradientenzentrifugation, Entfarbung mit 
1-Butanol und Dialyse gegen 10mM Tris/HCI pH 7,5, 1mM EDTA): 50 ug/ml bzw. 16 ug/ml; Bindungspuffer) 
inkubiert, 3 x in kaltem PBS/BSA gewaschen und der quantitativen FACS-Analyse in einem Becton- 
Dickinson (BD) FACSAN unterworfen. 

Fig. 14 zeigt. da/i sowohl mit TfpL als auch mit TfpL-DNA alle Zellen eine mehr als 10 x erhohte relative 
35 Fluoreszenz aufweisen, was darauf hinweist, da/3 die Konjugate bzw. Komplexe von mehr als 95 % der 
Zellen aufgenommen werden (Tf: ; TfpL:. . . ; 



TfpL/DNA: 

40 

Bindungspuffer: ). 



Beispiel 12 

45 



Expression von DNA, die uber TfpL in die Zelle aufgenommen wurde 

Nachdem in den vorangegangenen Beispielen festgestellt worden war, dafl der Gentransfer mit TfpL 
nicht schadlich fur das Zellwachstum ist, wurde die Wirkung von TfpL-DNA-Komplexen getestet, die uber 
einen langeren Zeitraum auf Zellen angewendet wurden (als DNA wurde Plasmid-DNA, enthaltend das 
Luciferase-Gen, wie im Beispiel 9 beschrieben, verwendet). In diesem Versuch wurde jeweils dieselbe 
Konzentration von HD3-Zelien 1 bis 4 Tage lang mit oder ohne tagliche Erganzung von TfpL-DNA- 
Komplexen inkubiert. 

In verschiedenen zeitlichen Abstanden wurden Aliquots auf Luciferase-Enzym-Aktivitat untersucht, wie 
in Beispiel 9 beschrieben. In den Kulturen mit wiederholter Zugabe der Komplexe wurde ein relativ hohes 
Ma/3 an Luciferase-Gen Expression gemessen (100.000 bis 200.000 Lichteinheiten/10 7 Zellen), das wahrend 
des gesamten Untersuchungszeitraums im wesentlichen konstant blieb. Wahrend dieses Zeitraums wurden 
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keine cytotoxischen Wirkungen beobachtet. Wenn Zellen nur etnmal mit den Komplexen beladen wurden, 
nahm die Luciferase-Aktivitat zwischen dem 2. und 4. Tag urn das 10 bis 20fache ab. Diese Ergebnisse 
zeigen, daB trotz offensichtlich vorubergehender Expression des Luciferase-Gens, das mit Hilfe der 
erfindungsgemaflen Konjugate in die Zelle eingefuhrt wurde, durch wiederholte Zugabe eine konstant hohe 
5 Expression der eingefuhrten Gene aufrechterhalten werden kann. 



Beispiel 13 

10 Urn festzustellen, wie gro/J der Anteil von Zelien ist, die tatsachlich Plasmid-DNA exprimieren, die uber 
Transferrinfektion eingefuhrt wurde, wurden HD3-Zeilen, wie in den vorangegangenen Beispielen beschrie- 
ben, mit TfpL/DNA-Komplexen inkubiert. Als DNA wurde 



75 



pRSV-SGal- 



Plasmid-DNA(. 



verwendet. Die Expression dieses Reporter-Gens wurde daraufhin in einzelnen Zellen mittels FACS-Analyse 
20 (Nolan et al M 1986) untersucht. Als Kontrolle wurde TfpL-pB-SK~-DNA(. . . ) verwendet. Oazu wurde das 
fluoreszierende £Gal-Substrat FDG (Fluorescein-Di-0-d-Galaktopyranosid) mittels osmotischem S„chock ein- 
gefuhrt und die Verteilung von Zellen, die Fluorescein enthalten, das aufgrund von £Gal-Enzymaktivitat aus 
FDG freigesetzt wurde, untersucht. Die gleichmaflige Verteilung Fluorescein enthaltender Zellen laflt den 
Schlufi zu, da/3 ein gro/Jer Anteil von Zellen das jSGal-Reporter-Gen exprimiert Das Ergebnis dieser 
25 Versuche wird in Fig. 15 gezeigt. 

Tabelie A 



Transport von PoIyLysin-Transferrin in Erythroblasten 


Ansatz 


Medium 


Transferrin-polyLysin 


Vesikelfluoreszenz 


Viabilitat (3H Td 
. R-Einbau) 


24 h 


48 h 


48 h 


1 


2 ml 


ohne Zusatz 


<1 % 


<1 % 


140.000 cpm 


2 


2 ml 


145 u! H 2 0 


<1 % 


<1 % 


126.000 cpm 


3 


2 ml 


145 ul TfpL Fr1 


>90 % + + 


>90 % + + 


137.000 cpm 


4 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr2 


>90 % + + + 


>90 % + + + 


161.000 cpm 


5 


2 ml 


145 ul TfpL Fr3 


>90 % + + + 


>90 % + + + 


153.000 cpm 


6 


2 ml 


1 45 Ul TfpL Fr4 


ca.80 % + + + 


>90 % + + + 


151.000 cpm 


7 


2 ml 


145 ul TfpL Fr5 


ca.60 % + + + 


>90 % + + + 


153.000 cpm 


8 


2 ml 


145 Ul TfpL Fr6 


ca.40 % + + + 


>90 % + + + 


165.000 cpm 


+ + und + + + bezeichnen die relative Starke der Vesikelfluoreszenz 
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Tabelle B 



PoiyLysin-Transferrin kann bei der Stimufierung der in-vitro induzierten Reifung von 
Erythroblasten normaies Transferrin funktionell ersetzen 


Nr. 


Medium 


Zusatz b 


Zellzahl (x 
10 s /ml) 


Hamogiobin E 492 


Reifungsgrad % 
Reticutozyten 


24 h 


48 h 


24 h 


48 h 


72 h 


1 


2 ml 


Fe-Transferrin 


3,28 


4,38 


1,38 


2,74 


>80 % 


2 


2 m! 




2,62 


2,56 


0,35 


0,23 


<1 % 


3 


2 m! 


H 2 0 


2,60 


2,42 


0,30 


0,13 


<1 % 


4 


2 ml 


TfpL Fr1 


3,70 


4,44 


1,36 


2,69 


>80 % 


5 


2 ml 


TfpL Fr2 


3,56 


4,24 


1,16 


2,51 


n.b. a 


6 


2 ml 


TfpL Fr3 


3,72 


4,54 


1,58 


2,54 


>80 % 


7 


2 ml 


TfpL Fr4 


3,48 


4,58 


1,57 


2,55 


n.b. 


8 


2 ml 


TfpL Fr5 


3,36 


4,26 


1,41 


2,47 


n.b. 


9 


2 ml 


TfpL Fr6 


3,58 


4,4 


1,14 


1,93 


60-65 % 



a : nicht bestimmt 

b : Fe-Transferrin, 200 ug in 13 ul; TfpL-Fraktionen, 200 ug in 130 ul; H 2 0. 130 ul 



Tabeile C 

30 





Medium-Zusatz 


Differenzierungsparameter 


Versuch 


Transferrin 


Transferrin 


DNA 


Zellzahl 


Hb (E* 32 ) 


% desint 


% LR + E 


% Ebl 






Konjugate 




(x10 & /ml) 




Zellen 






1 








2.56 


0.259 


56 


<1 


44 




+ 






3.72 


1.997 


3 


73 


1 






Tfpl90 




3.67 


1.105 


5 


54 


8 






Tfpl270 




3.30 


1.366 


11 


60 


4 


2 






pRSVLuc 


1.24 


0.28 




n.n. 






+ 




pRSVLuc 


5.22 


2.459 




n.n. 








Tfpl90 


pRSVLuc 


4.46 


2.265 




n.n. 




3 








2.1 


0.222 


79 


<1 


21 




+ 






2.55 


1.369 


6 


72 


0 






Tfpl90 




2.64 


1.016 


10 


56 


7 






Tf-Prot 




2.76 


1.055 


9 


72 


4 



50 



16 
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Tabelle D 



Reifung (Hamoglobingehalt) von v-erbB - transformierten Erythroblasten. die v-erbB - Ribozym - DNA 



aufgenommen haben 



Nr. 


DNA 


Transferrin 


Hamoglobin-Gehalt (% positiv 
nach saurer Benzidinfarbung) 


Art 


MW 


Menge 


Art 


Menge 


14 h 


62 h 


1 


erbschnitt 13 


2x1 0 5 


1 l±Q 


Tf 


10 ug 


<1 


15 + -3 3 (3) b 


2 


erbschnitt 1 3 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


37 + -4 (2) 


3 


erbschnitt 53 


2x10 s 


1 ug 


Tf 


10 ug 


<1 


25 + -2 (2) 


4 


erbschnitt 53 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


42 + -1 (2) 


5 


vector ohne Ribozym 


2x1 0 6 


10 ug 


Tf 


100 ug 


<1 


23 + -3 (2) 


6 


vector ohne Ribozym 


10 ug 


TfpL Fr5 


100 ug 


<1 


22 + -2 (2) 


7 


erbschnitt 13 + 53 s.o. 


0,5 + 0,5 ug 


Tf 


10 ug 


<1 


21 +-2 (2) 


8 


erbschnitt 13 + 53 


0,5 + 0,5 ug 


TfpL Fr5 


10 ug 


<1 


38 + -2 (2) 



a: Pro Bestimmung wurden > 200 Zellen ausgezahlt, Werte +- Standardabweichung 
b: Anzahl unabhangiger Bestimmungen 
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Anspruche 

1. Neue Protein-Poly kation-Konjugate, die befahigt sind, mit zu Polykationen affinen Substanzen, 
insbesondere Nukfeinsauren odor Nuk!einssureana!ogen, !os!lche Komplexe zu bilden, die Qber Rezeptor- 

5 vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen werden, dadurch gekennzeichnet, da/J der Proteinanteil 
des Konjugats Transferrin ist. 

2. Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Polykation ein, gegebenenfails 
modifiziertes, Protamin ist. 

3. Konjugate nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Polykation ein, gegebenenfails 
10 modifiziertes, Histon ist. 

4. Konjugate nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, da/3 das Polykation ein synthetisches homolo- 
ges oder heterologes Polypeptid ist. 

5. Konjugate nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Polypeptid Polylysin ist. 

6- Konjugate nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, da/i das Polykation etwa 20 
75 bis 500 positive Ladungen aufweist. 

7. Konjugate nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, da/3 das molare Verhaltnis 
Transferrin:Polykation etwa 10:1 bis 1:4 betragt. 

8. Neue Protein-Polykation/Nukleinsaure-Kompiexe, die uber Rezeptor-vermittelte Endozytose in die 
Zelle aufgenommen werden, dadurch gekennzeichnet, da/3 das Protein Transferrin ist. 

20 9. Komplexe nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie als Konjugat-Anteil eines der in den 
Anspruchen 1 bis 7 definierten Konjugate enthalten. 

10. Komplexe nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie als Nukleinsaure eine zur spezifi- 
schen Inhibierung von Genen bzw. der RNA-Funktion befahigte Nukleinsaure enthalten. 

11. Komplexe nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie eine Nukleinsaure enthalten, die zur 
25 Inhibierung viraler Nukleinsaure befahigt ist. 

12. Komplexe nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie eine Nukleinsaure enthalten, die zur 
Inhibierung von Oncogenen oder anderen Schlusselgenen, die Wachstum und/oder Differenzierung von 
Zellen kontrollieren, befahigt ist. 

13. Komplexe nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie als Nukleinsaure 
30 ein Ribozym, gegebenenfails zusammen mit einer Carrier-RNA, bzw. das dafur kodierende Gen enthalten. 

14. Komplexe nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie als Nukleinsaure eine genetische 
Einheit, bestehend aus einem tRNA-Gen als Carrier-Gen und einem innerhalb dieses Gens angeordneten 
Ribozymgen, enthalten. 

15. Komplexe nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da/3 sie als Nukleinsaure 
35 ein, gegebenenfails modifiziertes, Antisense-Oligonukleotid, gegebenenfails zusammen mit einer Carrier- 

Nukleinsaure, bzw. im Falle eines RNA-Oligonukleotids das dafur kodierende Gen enthalten. 

16. Verfahren zum Einfuhren von Nukleinsauren in menschliche oder tierische Zellen mittels Rezeptor- 
vermittelter Endozytose, dadurch gekennzeichnet. da/3 man aus einem Transferrin-Polykation-Konjugat und 
Nukleinsaure(n) einen, vorzugsweise unter physiologischen Bedingungen iosiichen, Komplex bildet und die 

40 Zellen mit diesem Komplex in Beriihrung bringt. 

17. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend einen oder mehrere der in den Anspruchen 8 bis 15 
definierten Komplexe. 
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